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人 胚胎 干细胞 定向 分 化 为 神经 前 体 细胞 
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摘要 : 采用 单 层 贴 壁 分 化 的 方法 在 无 血清 条 件 下 诱导 同 源 饲 养 层 培养 的 人 胚胎 干细胞 定向 分 化 ,得 到 了 高 
比例 的 神经 前 体 细胞 (97.5 + 0.83 )%( P <0.05 )。 这 些 神经 前 体 细胞 具有 分 化 为 神经 元 、 星 形 胶 质 细胞 和 少 
突 胶 质 细胞 的 能 力 。 在 长 期 的 传代 培养 中 发 现 ， 随 着 培养 时 间 的 延长 ，nestin 阳性 的 神经 前 体 细胞 比例 上 降 ， 
同时 发 育 能 力也 发 生 了 变化 。 在 传代 培养 的 早期 ， 神 经 前 体 细胞 发 育 为 神经 元 的 比例 很 高 ， 几 乎 没有 胶 质 细胞 
分 化 出 来 。 随 着 培养 时 间 的 延长 ， 胶 质 细 胞 的 比例 逐渐 上 升 。 这 与 体内 神经 系统 的 发 育 过 程 非常 相似 。 进一步 
f 究 发 现 具 有 bHLH ( basic helix-loop-helix ) 结构 域 的 转录 因子 neurogenein2( Ngn2 ) 和 Olig2 可 能 在 这 一 变化 中 起 
重要 作用 。 因 此 ， 人 胚胎 干细胞 来 源 的 神经 前 体 细胞 能 够 模拟 体内 神经 发 育 的 模式 ， 为 在 体外 研究 人 的 神经 发 
育 和 再 生 医学 葛 定 了 基 。 
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Differentiation of Human Embryonic Stem 
Cells to Neural Progenitors 
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(1. Yinnan Key Laboratory for Animal Reproductive Biology, Kunming Institute of Zoology , 
the Chinese Academy of Science, Kunming 650223, China; 
2. Graduate School of the Chinese Academy of Science, Beijing 100049, China ) 


Abstract: Human embryonic stem cells ( hES ), derived from the inner cell mass of the pre-implantation embryo, 
may serve as a valuable experimental tool for early human neurogenesis, due to their capacity for multipotency and self-re- 
newal. They may also provide an unlimited cell source for cell replacement therapy . Neural progenitors differentiated from 
hES cells have considerable therapeutic potential for use in drug screening studies, or cell-based therapies for neurodegen- 
erative diseases, because of their ability to generate defined neuronal cell types. However, for clinical application, gener- 
ating a highly purified and homologous population of neural progenitors from hES cells without contamination remains a 
challenge. In this study, we identified an adherent culture system for efficiently differentiating neural progenitors from hES 
cells, cultured on homogenous feeder layers. These neural progenitors can differentiate into neurons, astrocytes and oligo- 
dendrocytes. During prolonged propagation, similar to in vivo embryonic neural progenitors, the differentiation potential of 
the neural progenitors shifts from neuronal to glial fate. We demonstrated that the proneural transcription factor neuro- 
genein2 ( Ngn2 ), and the basic helix-loop-helix transcription factor Olig2, are critical to the transition from neurogenesis to 
gliogenesis. Therefore, neural progenitors derived from hES cells can mimic the developmental pattern of the central ner- 
vous system and provide options for regeneration medicine. 
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胚胎 干细胞 (embryonic stem cells,， ES cells ) 和 发 育 全 能 性 ， 能 够 在 体内 外 分 化 为 代表 三 个 胚层 
来 源 于 植 信 前 胚胎 的 内 细胞 团 ， 具 有 自我 更 新 能 力 ”的 细胞 类 型 【Evans et al，1981; Thomson et al， 
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1998; Reubinoff et al，2000 )。Thomson et al ( 1998 ) 
建立 了 第 一 株 人 胚胎 干细胞 系 〔〈bhESs 细胞 )， 使 豚 
冶 干 细胞 由 实验 室 研究 向 临床 应 用 迈进 了 一 大 步 ， 
上 后 ，bES 细胞 的 研究 取得 了 突飞猛进 的 发 展 。 尽 
管 面临 许多 伦理 上 的 争议 , 但 是 hES 细胞 在 未 来 
生 医 学 方面 的 应 用 前 景 正 吸引 着 越 来 越 多 的 科学 
家 。hES 细胞 的 体外 分 化 为 研究 胚胎 早期 发 育 的 细 
包 和 分 子 机 制 提供 了 良好 的 模型 ， 也 可 为 未 来 临床 
上 的 移植 治疗 提供 供 体 细胞 来 源 。 由 于 许多 神经 系 
统 的 病理 学 损伤 ， 如 阁 呆 、 癫 痢 或 神经 退行 性 疾 
病 ， 如 帕 金 森 症 、 阿 尔 茨 海 默 氏 症 等 疾病 目前 只 能 
通过 药物 来 防止 病情 的 恶化 ， 而 没有 根治 的 疗法 。 
此 ， 将 功能 性 的 神经 细胞 移植 人 体内 可 能 给 这 些 
疾病 的 治疗 带 来 希望 。 移 植 能 够 产生 多 巴 胺 的 神经 
细胞 治疗 帕 金 森 症 是 细胞 蔡 代 治疗 神经 系统 疾病 的 
最 早 尝试 (Kordower et al, 1995 ); 而 神经 前 体 细胞 
不 仅 能 够 自我 更 新 和 分 化 为 所 有 类 型 的 神经 细胞 ， 
i 且 能 够 迁移 并 整合 到 中 枢 神 经 系统 的 受 损 部 位 ， 
此 ， 利 用 多 能 性 的 神经 前 体 细胞 修复 脑 和 将 髓 的 
损伤 则 是 细胞 替代 性 治疗 的 巨大 前 景 。 由 ES 分 化 
得 到 的 神经 前 体 细 胞 要 应 用 于 临床 必需 满足 几 个 条 
件 : 供 体 细胞 来 源 充足 、 纯 度 高 、 无 污染 。 
前 ， 关 于 hES 细胞 定向 诱导 分 化 为 神经 细 
胞 的 研究 报道 较 多 ， 采 用 的 分 化 方法 大 致 可 分 为 三 
种 : 一 是 类 胚 体 EB ( embryoid bodies ) 法 。ES 细 
胞 在 去 除了 维持 干细胞 特性 的 因子 之 后 自发 形成 包 
含 三 个 胚层 细胞 类 型 的 聚集 体 FEB， 然后 用 特定 的 
选择 性 培养 基 使 神经 细胞 增殖 〔 Carpenter et al， 
2001; Reubinoff et al, 2001; Schuldiner et al, 2001; 
Zhang et al，2001 )。 这 种 方法 基于 细胞 的 自发 分 
化 ， 随 机 性 大 。EB 包含 三 个 胚层 的 细胞 类 型 ， 神 
经 细胞 往往 被 非 神 经 细胞 所 包 庄 ， 且 神经 细胞 的 成 
熟 程 度 不 一 致 ， 纯 度 低 。 这 些 缺 点 都 无 法 满足 移植 
治疗 的 需要 。 二 是 与 具有 特殊 诱导 能 力 的 细胞 共 培 
养 (Zeng et al，2004 )。 某 些 基质 细胞 (如 PA6， 
MS5 等 ) 具有 特殊 的 诱导 ES 细胞 定向 分 化 为 神经 细 
胞 的 能 力 ， 能 够 维持 分 化 细胞 的 存活 ， 因 此 ， 这 个 
系统 能 够 提供 大 量 的 成 熟 细 胞 。 然而， 由 于 饲养 层 
诱导 细胞 分 化 的 机 制 还 不 清楚 ， 而 且 分 化 产物 不 可 
避免 地 受到 饲养 层 不 明成 分 的 污染 ， 这 样 就 对 进 一 
步 研 究 分 化 过 程 中 的 信号 通路 等 基础 问题 不 利 。 三 
是 使 胚胎 干细胞 直接 笑 附 在 细胞 外 基质 上 ， 在 特定 
的 诱导 因子 作用 下 使 之 定向 分 化 《Ying et al，2003; 
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Gerrard et al，2005; Shin et al，2006 )。 这 种 新 方法 
不 采用 血清 ， 不 使 用 条 件 培养 基 ， 也 没有 形成 多 细 
胞 的 聚集 体 ， 这 样 省 去 了 筛选 的 步 又 就 能 得 到 高 比 
例 的 神经 前 体 细胞 ， 同 时 细胞 产物 没有 受到 外 源 成 
分 的 污染 ， 为 进一步 应 用 于 临床 提供 了 可 能 ， 也 为 
研究 神经 细胞 分 化 的 分 子 机 制 搭建 了 一 个 平台 。 

本 实验 用 同 源 饲养 层 培 养 的 hES 细胞 在 单 层 
培养 条 件 下 ， 高 效 地 分 化 得 到 了 神经 前 体 细胞 。 这 
种 神经 前 体 细胞 具有 多 能 性 ， 具 有 与 体内 神经 发 育 
相似 的 模式 和 基因 表达 变化 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 

hES 细胞 BG02 购 于 美国 BresaGen 公司 。 

人 成 纤维 细胞 HAFi ( immortalized human adult 
fibroblast ) 由 美国 约翰 填 普 金 斯 大 学 医学 院 赠 送 ， 
来 源 于 转 端 粒 酶 基因 的 成 年 人 乳腺 皮肤 成 纤维 细胞 
ced-1087sk。 
1.1.1 试剂 和 培养 基 ”BG02 bES 细胞 无 血清 培养 
基 : 80% Dulbecco s Modified Eagle's Medium 
(DMEM YF12 {1:1)( Invitrogen ), 20% KnockOut 
Serum Replacement ( KSR ) (人 Invitrogen )，2 mmol/L 
L 谷 氨 酰 胺 《Sigma )，0.1 mmolL B- 琉 基 乙 醇 
(Sigma )，1% 非 必需 氨基 酸 ( Invitrogen )，50 U/mL 
青 恰 素 ，50 xg/mL 链 霉 素 〈 Invitrogen )，4 ng/mL 
Basic fibroblast growth factor ( bFGF ) (Sigma )。 

HAFi 细胞 培养 基 : 90% Minimum Essential 
Medium《 MEM ) ( Hyclone )，10% 胎 牛 血清 (Hy- 
clone )，2 mmol/L L- 谷 氨 酰 胺 ( Glutamine )，1% 非 
必需 氨基 酸 ( Invitrogen )，1% 丙酮 酸 钠 (Sigma )， 
50 U/mL 青霉素 ，50 .g/mL 链 霉 素 〔Invitrogen )。 

神经 前 体 细胞 基础 培养 基 (NPM ): 50% 
DMEM/F12(1:1), 50% NeuroBasal Medium ( Invit- 
rogen ), 1% N2 supplement ( Invitrogen ), 1% B27 
(Invitrogen )，2 mmol/L L- 谷 氨 酰 胺 ，50 U/mL 青 霉 
素 ，50 ng/mL 链 霉 素 〔(Invitrogen )。 

细胞 外 基质 : Extracellular matrix gel ( ECM 
GEL) (Sigma ); 0.5% Gelatin (Sigma ); 20 pg/mL 
Laminin ( Sigma ); Poly-L-lysine ( Sigma )。 

实验 中 所 使 用 的 一 抗 有 : ES Cell Marker Sam- 
ple Kit [ SSEA1 (1:50), SSEA3(1:50), SSEA4 (1 
:50)，TRA-1-60《1:50)]( Chemicon ); 鼠 抗 人 CK- 
7 单 克 隆 抗体 ( Dako, 1:200 ); 鼠 抗 人 nestin 单 克 
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隆 抗体 ( Chemicon，MAB5326, 1:200); 大 鼠 抗 人 
NCAM 单 克隆 抗体 ( Biolegend, 1:100); 鼠 抗 人 8- 
tub 亚 单 克隆 抗体 ( Chemicon, MAB1637, 1: 200 ); 
鼠 抗 鸡 A2B5 单 克 隆 抗 体 ( Chemicon ，MAB312R， 
1: 100); 免 抗 牛 GFAP 多 克隆 抗体 〈Chemicon， 
AB5804, 1:1000); 鼠 抗 牛 04 单 克隆 抗体 ( Chemi- 
con， MAB345, 1:100) 等 。 二 抗 : FITC-conjuncated 
和 PE-conjuncated 相应 二 抗 均 购 于 Santa Cruz 公司 。 
核 染料 Hoechst33342。 

1.2 方 法 

1.2.1 hEs 细胞 的 培养 hESs 细胞 BG02 在 丝 裂 霉 
素 (Sigma ) 处 理 的 小 鼠 饲 养 层 上 培养 23 代 后 ， 用 
巴 斯 德 管制 成 的 玻璃 针 将 胚胎 干细胞 集落 分 割 成 约 
1000 个 细胞 的 小 团 块 ， 再 将 这 些小 团 块 转移 至 y 
射线 处 理 过 的 人 成 纤维 细胞 HAFi 上 继续 培养 机 
械 法 每 5 一 7 天 传代 。 
1.2.2 细胞 外 基质 铺 板 ”细胞 外 基质 ECM GEL 
( Sigma ) 以 1:30 溶 于 预 冷 的 DMEM/F12 中 ， 过 夜 ， 
使 凝集 物 完全 溶解 ， 室 温 放 置 1h 或 4 过夜。 吸 
出 ECM GEL， 用 DMEM/F12 清洗 一 次 ， 自 然 干 
燥 ， 备 用 。 

0.5% Gelatin ( Sigma ) 37 民 处 理 培养 板 2 h。 

20 ng/mL Laminin (Sigma )37% 处 理 培养 板 2h 
或 4% 过 夜 。 

PLLZLaminin 铺 板 : 细胞 培养 板 先 用 10 pg/mL 
Poly-L-lysine (Sigma ) 预 处 理 5 min， 吸 出 ， 用 无 菌 
PBS 清洗 一 次 ， 使 表面 自然 干燥 ， 20 ng/ mL 
Laminin 37 仿 过夜 处 理 ， 吸 出 Laminin， 无 菌 PBS 清 
洗 一 次 ， 备用。 
1.2.3 ”hES 细胞 向 神经 前 体 细胞 诱导 分 化 和 体外 
扩 增 ”将 hES 细胞 集落 机 械 地 分 割 成 约 1 000 个 细 
胞 的 小 团 块 ， 再 将 这 些 团 块 转移 至 用 细胞 外 基质 
ECM GEL 处 理 过 的 四 孔 板 上 贴 壁 培养 ,培养 基 为 
NPM 添加 100 ng/mL 重组 人 noggin ( Peprotech )， 以 
及 20 ng/mL bFGF ( Sigma )。 对 照 组 为 NPM 培养 
基 ， 不 添加 noggin。 培 养 约 两 周 后 ， 实 验 组 中 ， 集 
落 中 间 台 出 现 神经 上 皮 样 结构 (neural rosettes )， 
此 时 用 浓度 为 0.05% 的 胰 酶 《Sigma ) 将 集落 消化 
成 单 细胞 ， 然 后 接种 在 PLL/laminin 处 理 的 四 孔 板 
上 ， 扩 增 培 养 ， 培 养 基 为 NPM 添加 20 ng/mL bFGF 
(Sigma ) 和 20 ng/mL EGF (Chemicon )。 这 些 单 细 
胞 用 nestin 抗体 进行 染色 ， 结 果 为 阳性 的 细胞 即 为 
神经 前 体 细胞 NPCs。 对 这 些 nestin 阳性 的 细胞 进 














































































































































































































































































































行 统计 ， 得 出 NPCs 的 分 化 率 。 

1.2.4 神经 前 体 细胞 的 分 化 ”为 得 到 分 化 的 神经 
细胞 ， 将 NPCs 以 1 x 104/em? 密度 接种 在 PLL/ 
laminin 处 理 过 的 四 孔 板 上 ， 以 NPM 培养 基 培 养 使 
其 自发 分 化 ,一 周 后 用 免疫 细胞 化 学 方法 检测 神经 
元 、 星 形 胶 质 细胞 和 少 突 胶 质 细胞 的 分 化 比例 。 
1.2.5 免疫 细胞 化 学 ”去 除 培养 基 ， 用 PBS 冲洗 
细胞 两 次 ， 4% 多 聚 甲醛 室温 下 固定 10 min， 
PBS 冲洗 3 次， 然后 加 入 0.4% Triton X-100 ( Sig- 
ma ) 透 膜 10 min，PBS 冲洗 3 次 ， 之 后 加 入 5% 羊 
血清 (Sigma ) 室温 封闭 30 min。 细 胞 孵育 在 一 抗 
中 ，4% 过 夜 ， 用 PBS 冲洗 3 次 ， 然 后 加 入 相应 的 
二 抗 ， 室 温 旷 育 30 min， PBS 冲洗 3 次 。 最 
后 ,在 Hocechst 中 胰 育 5 min， 使 细胞 核 着 色 。 免 
疫 标 记 的 细胞 在 激光 共聚 焦 扫 描 显 微 镜 ( Zeiss， 
LSM 5105 META ) 下 进行 检测 。 
1.2.6 RNA 提取 和 RT-PCR 细胞 总 RNA 采 
TRIZOL RNA ( Invitrogen，15596 - 026 ) 试剂 盒 提 
取 ， 操作 方法 参照 试剂 盒 说 明 书 。 取样 NPCs 第 2、 
4、6、8、10、12 代 细 胞 以 及 神经 上 皮 Neural 
Rosettes ， 分 别提 取 总 RNA， 在 逆转 录 酶 (Takara ) 
作用 下 合成 EDNA。 以 cDNA 为 模板 ， 以 特定 引物 
进行 PCR 扩 增 。 扩 增产 物 用 2% 琼脂 糖 〈 Invitro- 
gen ) 凝 胶 电泳 检测 。PCR 引物 序列 、 反 应 条 件 及 
产物 片段 大 小 见 表 1。 
1.2.7 实验 数据 的 统计 分 析 ”实验 重复 3 次 ， 统 
计数 据 以 平均 值 + 标准 误 表 示 。 统 计 分 析 采 
SPSS10.0 软件 进行 单 因素 方差 分 析 。P < 0.05 视 
为 有 显著 差异 。 


2 结 果 


2.1 hES 细胞 在 同 源 饲养 层 HAFi 上 长 期 培养 能 
够 保持 未 分 化 的 状态 
以 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 作为 饲养 层 ， 以 血清 作 
为 主要 培养 成 分 培养 的 hEs 细胞 可 能 会 受到 小 鼠 
饲养 层 来 源 的 病毒 、 蛋 白 或 血清 中 的 不 明成 分 污 
染 , 如 Neu5Gc， 成 为 ES 细胞 临床 应 用 的 障 
(Martin et al，2005 )。 为 排除 干扰 ， 我 们 将 在 
饲养 层 上 培养 23 代 的 hEs 细胞 BG02 转移 到 同 ; 
饲养 层 HAFi 上 继续 培养 。 结 果 表 明 ，hES 弓 
BG02 在 HAFi 饲养 层 上 传代 培养 8 个 月 ， 仍 保 
胚胎 干细胞 的 各 项 表 型 特征 和 抗原 特性 : 细胞 / 
圆 ， 核 质 比 高 ， 集 落 致密 ， 边 界 清 晰 。hES 纪 
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Marker SSEA-1 星 阴 性 ; SSEA3、SSEA-4、TRA-1- 
60 呈 阳性 (图 1)。 因 此 ， 同 源 饲养 层 HAFi 能 
支持 hES 细胞 的 长 期 培养 这样 就 从 培养 条 件 上 
避免 了 异 源 物质 污染 的 可 能 性 。 
2.2 hES 细胞 分 化 成 神经 前 成 体 细胞 

hESs 细胞 团 块 贴 壁 效 率 的 高 低 是 向 神经 前 体 细 
胞 分 化 的 第 一 步 。 将 机 械 方法 分 割 的 hES 细胞 团 
块 分 别 转移 到 细胞 外 基质 ECM GEL，Gelatin 和 











Laminin 上 包 被 的 四 孔 板 ， 每 组 接种 3 孔 ， 每 孔 50 
个 细胞 团 块 ， 待 充分 贴 壁 后 ， 统 计 贴 壁 率 。 结 果 显 
示 , 细胞 团 块 在 ECM GEL 上 的 贴 壁 率 (77.3 + 
4.73)%《〈《 忆 <0.05)， 高 于 另外 两 种 胞 外 基质 
Gelatin ( 41.89 + 2.25 )% ( P < 0.05) 和 laminin 
(40.44+1.97)% (P<0.05)。 可 见 ， 选用 ECM 
GEL 作为 初始 分 化 的 胞 外 基质 是 决定 hES 细胞 向 
神经 前 体 细胞 分 化 的 前 提 条 件 。 

















表 1 基因 及 引物 序列 


Tab. 1 Gene and primer sequences 


























基因 名 称 引物 序列 退火 温度 { C》 循环 数 产物 片段 
Cene Primer Sequence Annealing temperatttre Cycle Product {bp} 
0 : CGCTGGAGGAGCAG. G. 
Nestin Forward EGU gg GAGCAGAATGAG 55 30 531 
Reverse: CCACCCACCTCTCCATCTCT 
Olig2 Forward : AGROAGTEGOITOANETOAGG 59 35 314 
” Reverse: CCAGTCGCITTCATCTCCTCC 
Forward: CGTAGACTGAAGGCCAACAAC 
2 5 35 3 
Ne Reverse: CACTCCCTCCCAGAAGCAGC 55 和 
Forward: TGAAGGTCGGAGTCAACGGA 
六 5 Ss 9 
GARDH Reverse: TGGTGCAGGAGGCATTGCTG 5 a 人 
全 
1 hES 细胞 在 小 鼠 饲 养 屋 和 HAFi 饲养 层 上 的 培养 情况 
Fig. 1 Cultured human embryonic stem cells on mouse embryonic fibroblast feeder and homologous jeeder HAFi 


让 : hES 细胞 培养 在 小 最 饲养 层 上 { Ciirured human embryonic stem cells on mouse embryonic fibroblastfeeder ); B: hES 细胞 培养 
在 饲养 层 HAFi 上 《 Cultured human embryonic stem cells on HAFi); C: SSEA-1; D: SSEA3; E: SSEA-4; F: TRA-1-60. 


标尺 =50 pm { Scale bars = 50 jm 
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3 期 李 彬 等 ， 人 胚胎 干细胞 定向 分 化 为 神 














2 hES 细胞 在 单 层 培养 体系 中 分 化 神经 前 体 细胞 
2 Differentiation of hES cells to neural progenitors in adherent culture 

组 中 ，hES 细胞 集落 开始 变 得 扁平 ， 并 有 合 胞 体 出 现 。 箭 头 示 分 化 的 细胞 形成 的 合 胞 体 
ls without Noggin ，Arrow indicates i 


出 现 充 满 液体 的 襄 泡 结构 。 第 




















A: 在 没有 Noggin 
{ Differentiation of hES 
B: 扁平 的 细胞 了 迅速 扩 
. Arrow indicates ec 
7 阳性 [ Immomo-staining with CK-7 antibodi )]; 
0 Noggin 的 实验 组 中 ，hES 细胞 集落 的 形态 { Differentiation of hES cells with Noggin ); 





} 
tm ); 


化 细胞 形成 的 宫 状 结构 { Flat cells expand rapidly and 




























约 两 周 的 ES 细胞 分 化 状态 ， 有 大 量 Rosettes 结构 出 现 《 approximately two weeks of differentiation, rosette structares ); 

: 约 两 周 的 分 化 状 出 现 神经 管 样 的 结构 ( a app ) da 
H: 免疫 染色 Rosettes 呈 nestin 阳性 [ Immano-staining with nestin antibodi 
n 阳性 《{ Pl} [ Immano-staining with nestin antibodies on Passage 1 cells 


nearal tube-like structares ); 





ximately 2 





n rosettes { green ) ]; 








( green )]。 





S0 pm ( Scale bars = S0 pm ), 





现 ， 并 表达 外 胚层 






有 研究 表明 ， 在 含有 bFGF 的 无 血清 培养 条 件 有 合 胞 体 旨 记 cytokeratin 
下 ，BMP-2 能 够 诱导 hES 细胞 分 化 为 滋养 层 细胞 ， (CCK ) 和 o- 白 (Xu et al, 
这 些 细 胞 呈 扁 平 的 上 皮 样 ,或 形成 充满 液体 的 腔 ， 2002; Pera et 引 ，2004 )。 因 此 ， 用 BMP 的 持 抗 剂 
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Noggin 来 阻 断 BMP 信号 通路 将 有 助 于 hEs 神经 细 
胞 分 化 。 本 实验 ， 在 没有 添加 noggin 的 对 照 组 中 ， 
细胞 集落 在 分 化 的 第 4 天 开始 变 得 扁平 ， 出 现 塞 泡 
状 结构 ， 且 有 合 胞 体 出 现 (图 2A，2B ), 与 滋养 外 
胚层 形态 非常 相似 ， 免 疫 细 胞 化 学 实验 显示 CK-7 
星 阳性 (图 2C)。 在 添加 Noggin 实验 组 中 ，hES 细 
胞 集落 开始 仍 保持 胚胎 干细胞 的 形态 特征 ， 核 质 比 
高 (图 2D )， 随 着 培养 时 间 的 延长 ， 集 落 不 断 扩 
大 ， 中 间 逐 渐变 得 紧密 ， 细 胞 形态 变 成 长 条 状 《 图 
2E)。 约 两 周 后 ,集落 中 间 出 现 神 经 上 皮 样 的 
Rosettes 结构 ， 细 胞 星 Nestin 阳性 (图 2F，2H )。 
继续 培养 3 一 5 天 Rosettes 结构 形成 类 似 神 经 管 样 
的 结构 (图 2G )。 将 Rosettes 用 胰 酶 消化 成 单 细胞 
后 以 1x 10/em? 密度 接种 在 bpLL7laminin 处 理 过 的 



































培养 板 上 ， 扩 增 培 养 。 第 二 天 待 细 胞 完全 贴 壁 后 ， 
取 部 分 细胞 染色 ， 用 激光 共 率 焦 扫 描 显 微 镜 拍照 。 
以 照片 显示 的 阳性 细胞 数 进行 统计 并 计算 分 化 率 。 
3 次 重复 的 实验 结果 显示 ， 有 (97.5+0.83)% (P 
<0.05) 表达 神经 干细胞 标记 nestin (图 21), 但 
不 表达 早期 神经 元 标记 NCAM， 胶 质 前 体 细胞 标记 
和 A2B5 和 星 形 胶 质 细胞 标记 GFAP。 

继续 培养 神经 前 体 细 胞 ,每 5 天 以 1:3 传代 。 
随 着 传代 次 数 的 增加 和 培养 时 间 的 延长 ，nestin 阳 
性 的 细胞 数量 逐渐 减少 ， 到 第 9 代 ( 约 45 天 ) 后 ， 
nestin 阳性 细胞 的 比例 已 由 开始 的 (97.5+0.83)% 
(P<0.05) 下 降 到 (60.7+2.44)% (P<0.05)。 
2.3 ”神经 前 体 细胞 的 体外 分 化 

将 所 得 到 的 神经 前 体 细胞 以 了 x104/cm? 接种 

















图 3 hES 细胞 来 源 的 神经 前 体 细胞 在 体外 分 化 为 神经 元 、 星 形 胶 质 细胞 和 少 突 胶 质 细胞 


Fig. 3 hES cell-derived neural progenitors differentiate in vitro into neurons, astrocytes and oligdentrocytes 
让 ; 神经 元 《 neurons ); B: p-tb 而 ; C: GFAP; D: 04; 标尺 =50 pm ( Seale bars = 50 pm )。 


3 期 地 彬 等 ; 人 胚胎 干细胞 定向 分 化 为 神经 前 体 细胞 317 





在 pLL/laminin 处 理 过 的 培养 板 上 ， 去 除 生长 因子 ， 
以 NPM 培养 基 培 养 , 使 其 自发 分 化 ， 一 周 后 分 化 
得 到 的 细胞 用 免疫 细胞 化 学 方法 检测 。 结 果 显 示 ， 
传代 培养 早期 (P2 ) 的 神经 前 体 细胞 ，PB-tub 丰 阳 
性 的 神经 元 分 化 比例 较 高 (81.74+5.77)% (P< 
0.05)( 图 3A、3B), 没有 GFAP 和 04 阳性 的 胶 质 
细胞 分 化 出 来 ， 而 到 P6 开始 有 少量 GFAP 阳性 的 
星 形 胶 质 细胞 出 现 ,在 P8 星 形 胶 质 细胞 的 分 化 达 
到 高 峰 ( 85.64 + 1.37)m% (图 3C )， 而 少量 的 04 
阳性 的 少 突 胶 质 细胞 直到 P10 才能 观察 到 ( 
3D )。 几 乎 不 再 能 检测 到 神经 元 的 存在 (图 4)。 可 
见 ，hES 细胞 来 源 的 神经 前 体 细胞 能 够 在 体外 分 化 
为 神经 系统 的 3 种 主要 细胞 类 型 ， 且 随 着 培养 时 间 
的 延长 ， 分 化 能 力 由 神经 元 向 胶 质 细胞 转换 。 
2.4 基因 表达 分 析 
神经 前 体 细胞 在 体外 长 期 传代 的 过 程 4 
nestin 阳性 的 细胞 比例 逐渐 下 降 ， 发 育 潜 能 也 发 生 
了 由 神经 元 向 胶 质 细胞 的 转换 。 分 析 与 神经 发 育 相 
关 的 基因 在 长 期 培养 中 的 表达 变化 将 有 助 于 我 们 研 
究 这 一 现象 。 取 神经 上 皮 Rosettes，P2、P4、P6、 
P8、P10、P12 的 神经 前 体 细 胞 提取 总 RNA， 以 看 
家 基因 GAPDH 的 表达 量 作为 参照 ， 进 行 半 定量 RT- 
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Rosettes R2 卫 4 


Nestin 


Olig2 


GAPDH 


PCR 分 析 。 结 果 显 示 ，Nestin 的 表达 量 随 培养 时 间 
的 延长 逐渐 下 降 ; proneural 基因 Neurogenin2 
( Ngn2 ) 的 表达 量 呈 下 降 趋 势 ，P8 之 后 没有 表达 ; 
转录 因子 olig2 的 表达 量 随 培养 时 间 的 延长 逐渐 降 
低 ， 而 在 P12 又 有 相对 较 高 的 表达 量 (图 5)。 
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a 口 B-tub 由 阳性 
09 GFAP 阳性 
村 08 
E07 易 
二 04 史 
网 
03 弥 
E 
02 纹 
于 0.1 网 
jy , 网 ， 
P2 P4 P6 P10 
代数 Passages 
图 4 不 同 代数 神经 前 体 细胞 分 化 为 神经 元 与 
胶 质 细胞 的 比例 


Fig. 4 The percentage of cells expressing B-tub ll and GFAP 
at sequential passage of the neural progenitors 


R8 RI0 R12 (hp}) 





图 5 半 定 量 RT-PCR 分 析 不 同 代数 神经 前 体 细胞 的 基因 表达 变化 


Fig. 5 Gene expression of neural progenitors by semi-quantitative RT-PCR 
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3 讨 论 
hES 细胞 定 


向 分 化 为 神经 前 体 细胞 的 研究 不 








但 可 以 提供 神经 系统 发 育 的 研 
[能 的 供 体 细胞 来 源 。 因 此 ， 





可 | 


细胞 蔡 代 性 治疗 提供 


f 究 模型 ， 同 时 也 可 为 








神经 分 化 的 研究 具有 重 
而 ， 神 经 前 体 细胞 
大 量 的 稳定 的 细 
细胞 是 高 纯度 的 ， 
无 血清 培养 基 和 





























同 源 饲 


的 


外 来 源 ， 这 痛 
无 污染 的 。 


养 层 


理论 和 实践 意义 。 然 


于 临床 上 的 移植 ， 必 须要 有 


要 求 得 到 的 神经 前 体 
本 试验 中 ， 我 们 采用 
音 养 hES 细胞 ， 在 培 





养 条 件 上 避免 了 动物 来 源 的 污染 ; 在 分 化 条 件 上 ， 





成 分 确定 的 
步 研究 神经 组 
台 。 此 外 , 单 


件 的 机 


者 养 基 和 音 
多分 化 的 

















细胞 的 贴 壁 是 单 
键 一 步 。 细 




















不 同 。ECM GEL 对 纪 


分 于 


层 培养 的 分 化 方法 ， 纪 
会 均等 ， 分 化 有 较 高 的 同步 性 ， 因 此 能 够 得 
到 具有 一 致 性 的 高 比例 的 神经 前 体 纪 
层 贴 壁 分 
色 外 基质 的 选择 决定 了 细 
低 ， 而 细胞 的 培养 和 分 化 对 纪 
胞 团 块 的 贴 壁 率 高 。 Flanagan 








层 贴 壁 分 化 的 方法 ， 为 进 一 





几 制 等 问题 提供 了 平 
包 接触 培养 条 


胞 。 

化 的 第 一 步 ， 也 是 关 
包 贴 壁 率 的 高 
色 外 基质 的 要 求 又 有 




















et al( 2006 ) 研究 表明 ， 神 经 前 


体 细胞 表面 表达 整 








合 素 6 ，laminin 与 其 


受 体 整合 素 6 


相互 作用 调节 


神经 前 体 细胞 的 迁移 、 分 化 以 及 神经 突起 的 扩展 。 




















而 ， 在 神经 前 
Laminin 作为 纪 
率 ， 而 且 有 利于 
本 实验 中 ， 


体 纪 





经 前 


hES 




















胞 的 分 化 中 ， 
胞 外 基质 ， 不 但 保证 了 较 高 的 贴 壁 
体 细胞 的 分 
细胞 分 





我 们 选用 PLL/ 


化 。 
化 得 到 的 神经 前 体 














细胞 是 以 单 细胞 形式 传 








30 天 就 可 能 
来 ， 神 经 元 分 化 能 力 很 | 





民 培 养 的 。 神 经 前 体 细胞 被 
消化 为 单 细 胞 后 ， 存 活 率 显著 下 降 ， 且 持续 培养 约 


GFAP 阳性 的 星 
多 失去 。 





胶 质 细胞 分 化 出 
体外 培养 的 神经 前 





体 细胞 其 培养 方式 影响 
son et al( 2005 ) 报道 ， 
经 上 皮 样 细胞 其 
周 。 由 于 集落 中 间 的 细 
尽 强 ， 
神经 上 皮 细 胞 的 
这 样 所 得 到 的 纪 
神经 元 和 胺 质 纪 

































































了 发 育 潜能 的 维持 。Itsyk- 





神经 元 的 分 化 能 力 可 以 持续 到 25 








S 式 体外 培养 的 神 


多 致密 ， 细 胞 之 间 相 互 作用 


使 得 集落 中 间 的 细胞 能 够 较 长 
寺 性 ， 而 外 周 的 细胞 则 容易 分 化 ， 
多 既 含有 神经 前 体 细 
包 ， 甚 至 同 种 细胞 处 于 不 同 的 成 熟 


对 间 保持 早期 


多 也 同时 含有 





状态 。 因 此 ， 传 
细胞 的 分 








Lo 





尺 培 养 的 方式 可 


能 影响 了 神经 前 体 


随 着 培养 时 间 的 延长 和 传代 次 数 的 增加 ， 神 经 

















前 体 细胞 


estin 


的 表达 量 逐 渐 下 降 ， 





estin 阴性 的 


细胞 却 没 有 检测 到 分 化 细胞 

















焉 、A2B5、GFAP 等 。 





此 


的 表面 抗原 ， 如 B-tub 
测 ， 体 外 长 期 培养 过 











程 中 ， 在 胞 内 信号 分 子 


的 作 





下 ， 这 些 nestin 阳性 














的 细胞 可 能 不 断 失去 前 


体 细 


包 的 特性 而 表 


现 为 某 种 








过 渡 的 细胞 类 型 ， 而 这 些 过 渡 类 型 的 细胞 尚未 表达 


成 熟 神经 细胞 的 抗原 。 


在 体内 ， 早 期 的 神经 发 4 
3 个 阶段 : (1) 神经 前 体 组 
ti ); 《2 ) 神经 元 发 生 ( neuronogenesis ); (3) 
质 细胞 发 生 ( gliogenesis )。 旬 








EB (neurogenesis ) 经 








经 元 、 星 形 


胞 的 增殖 〔 prolifer 


并 质 细 





在 有 胶 质 细 
细胞 也 不 能 直接 分 化 














胞 在 特定 的 发 育 阶段 顺 


序 产 生 。 即 





他 注 本 学 各 





包 的 诱导 因子 存在 下 ， 早 期 的 
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生 胶 质 细 胞 。 外 源 








中 经 前 
子 只 有 有 





EE 











在 特定 时 间 影 响 特定 的 


Morrow et al，2001 )。 我 们 的 实验 结果 与 体内 胚胎 
神经 前 体 细胞 的 发 育 过 程 以 及 前 人 的 研究 结果 相 吻 


纪 





胞 早熟 或 延迟 其 
不 能 改变 细胞 的 命运 决定 ( Sauvageot et al，2002; 








分 化 ， 





I 














合 (Sauvageot et al, 2002; Colognato et al, 2004; 
Shen et al ，2006; Itsykson et al, 2005 )。 早 期 神经 前 





体 细胞 ( P2 ) 分 化 为 


Fh 经 元 的 比例 很 高 ( 81.74 
5.77)% (已 <0.05)， 几 乎 没有 胶 质 细胞 分 化 出 





来 ， 而 到 了 后 期 《P6 )， 神 经 元 分 化 能 力 减 弱 而 胶 


质 细 胞 的 分 化 则 逐渐 占据 优势 。 
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loop-helix transcription 《 
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达 ， 通 过 与 共同 激活 子 相互 作 
在 皮层 发 育 后 期 ，Ngn2 的 表达 量 下 降 ， 受 
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在 神经 发 育 的 晚期 ， 
基因 关闭 ， 则 少 突 胶 























质 细胞 分 化 。 我 们 的 实验 结果 与 体内 神经 发 生 过 程 





3 期 李 彬 等 人 是 胎 干细胞 定向 分 化 为 神经 前 体 细胞 319 








bel 


Pp 的 基因 表达 模式 相似 。Ngn2 在 早期 的 神经 前 体 
细胞 中 高 表达 ， 与 0lig2 共同 调控 了 神经 元 的 发 
生 ， 随 后 表达 量 逐 渐 下 降 ， 神 经 元 的 分 化 能 力也 逐 
渐 下 降 ， 同 时 受 Ngn2 和 Olig2 抑制 的 星 形 胶 质 细 
胞 分 化 出 来 ， 而 在 少 突 胶 质 细胞 分 化 的 后 期 Olig2 
则 起 了 主要 作用 。 由 此 可 见 ， 受 Ngn2 和 0lig2 的 
共同 调控 ， 神 经 前 体 细胞 在 体外 的 长 期 传代 培养 中 
逐渐 失去 早期 神经 干细胞 的 多 能 性 ， 而 成 为 某 种 命 
运 决定 的 祖 细胞 ， 从 而 发 生 了 由 神经 元 向 胶 质 细胞 
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“遗传 学 进步 与 人 口 健康 高 峰 论 坛 ” 征 文通 知 














人 口 健康 是 关 平 国计民生 的 重大 战略 问题 。 进 入 21 世纪 以 来 ,遗传 学 及 基因 组 学 的 巨大 进步 ,为 人 


























ae 
口 ， 

















健康 研究 带 来 了 空前 的 机 遇 ， 提 供 了 强 有 力 的 科技 支撑 。 为 了 交流 人 类 与 医学 遗传 学 领域 的 新 技术 、 新 
方法 、 新 成 果 、 新 进展 ， 定 于 2007 年 11 月 17 一 20 日 在 昆明 举办 “遗传 学 进步 与 人 口 健康 高 峰 论坛 ”。 
于 | 
| 玉 | 
| 玉 | 
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主办 单位 : 遗传 学 会 、 中 华 医 学 会 医学 遗传 学 分 会 、 中 国 科 学 院 遗 传 与 发 育 生物 学 研究 所 
协办 单位 : 医学 科学 院 医 学 生物 学 研究 所 、 中 国 科学 院 昆明 动 物 研究 所 、 云 南大 学 生命 科学 学 院 
承办 单位 : 科学 院 遗 传 与 发 育 生物 学 研究 所 《遗传 学 报 》《 遗 传 》 编 辑 室 
大 会 名 誉 主席 : 刘 德 培 院士 
大 会 主席 张 亚 平 院士 、 贺 ” 林 院 士 
大 会 执行 主席 : 莅 勇 彪 教授 、 金 ” 力 教 授 
大 会 筹备 组 : 褚 嘉 社 、 安 锡 培 、 张 ”学 、 肖 春 杰 、 李 绍 武 

会 征文 : 大 会 将 洲 请 国内 外 著名 专家 学 者 进行 学 术 交 流 ， 并 从 征文 中 遂 选 优秀 论文 作者 作 学 术 报 
征文 送审 后 视 学 术 水 平分 别 在 2007 年 第 11 期 《遗传 学 报 入 第 11 期 《遗传 》 和 2007 年 《遗传 》 增 
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刊 集中 发 表 。 征 文 范围 包括 下 列 领域 有 创新 性 的 研究 论文 、 文 献 综述 和 技术 方法 等 。 
































(1) 医学 遗传 学 : 重 德 尔 遗 传 病 ， 复 杂 性 状 疾病 ， 表 观 遗 传 学 ， 疾 病 基因 定位 与 克隆 ; 

(2 ) 临床 遗传 学 : 产 前 诊断 与 遗传 咨询 ， 细 胞 遗传 学 ， 生 化 遗传 学 ， 植 人 前 遗传 学 诊断 ; 

(3) 发 育 遗 传 学 : 干细胞 ， 转 基因 动物 与 动物 克隆 ， 模 式 动 物 遗 传 学 ; 

(4) 群体 遗传 学 与 遗传 多 样 性 : 遗传 流行 病 学 ， 进 化 遗传 学 ， 遗 传 多 样 性 ， 法 医 遗 传 学 ， 生 物 信息 学 ; 
(5) 转化 基因 组 学 : 基因 诊断 与 基因 治疗 ， 蛋 白质 组 学 ; 

(6) 医药 生物 技术 ， 药 物 遗 传 学 与 药物 基因 组 学 ， 生 物 反 应 器 ; 

(7) 肿瘤 遗传 学 与 遗传 毒 理学 ; 

(8 ) 病原 微生物 遗传 学 与 基因 组 学 ; 

(9 ) 遗传 伦理 学 ， 医 学 遗传 学 教学 与 遗传 教育 。 

征文 中 英文 均 可 ， 篇 幅 不 限 ， 均 须 附 中 英文 摘要 ， 中 文稿 的 图 表 和 中 文 参考 文献 须 英 文 对 照 。 写 作 格 





































































































式 参考 2007 年 《遗传 》 杂 志 ，http: //www .chinagene .cn/yc/index.asp。 征 文 请 用 电子 邮件 附件 发 送 到 
《遗传 》 编 辑 部 ，E-mail: yczz@ genetics.ac.cn; 邮件 主题 “论坛 征文 "。 征 文 截止 日 期 : 2007 年 9 月 1 日 。 
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参 会 报名 : 无 论 是 否 参加 征文 ， 均 请 通过 网 站 报名 : http: //www .chinagene .cn/xshy .asp 
参 会 费用 : 2007 年 8 月 31 日 之 前 注册 交 费 ， 每 人 700 元 《学 生 500 元 ); 9 月 1 日 一 10 月 31 日 注册 交 
每 人 800 元 (学 生 600 元 ) 大 会 现场 注册 交 费 ， 每 人 900 元 (学 生 700 元 ) 交通 及 住宿 费用 自理 。 
参展 费用 : 每 个 展位 5000 元 。 
会 议 联系 人 :《 遗 传 学 报 兴 遗传 》 编 辑 部 ” 李 绍 武 《 征 文 /报名 ) E-mail: yczz@ genetics.ac.cn; 

张 攀 〈 注 册 费 /发 票 ) zhangyan@genetics.ac.cn; 电话 /传真 : 010-64889354。 
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2007 年 4 月 26 日 

















